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論 交 内 容 要 旨
夏 序 論
5LInosinicacid及び5,一9uanylieacidは自然界に広 く分布す るpurine誘 導体で
あ り,そ れ等の2ナ トリウム塩は強力な旨味物質 として知 られてい る。 ところで現在,こ れ等の物質
は種 々の食品の構成成 分として,あ るいは,工 業的に生 産された食品添加物 と して,相 当量が我 々の
体 内に摂取 され ている。
ところで,こ れ等purine化 合物の代謝及 びそ の調節機構に関する研究は多 く,purineのde
novo合球経路,salvage再利用経路さ らには,い ったん合成されたpurinenucleotide間
の相互変換経 路等に関 しては,相 当の知見が集積 してい る。 ところが,こ れ等に対 し,purineの
異化分解経路に関 しては,そ の存在は古 くか ら知 られて 於 り,最近 も高尿酸血症,痛 風 あるいは
Lesh-Nyhan症候群等 との関係 で,人 の健康管理 面か らも血中,尿 中のuricacidレ ペルが問
題 となってい るに もかかわ らず,こ のuricacid生 成 に重要 な作用 を有するxanthineoxidese
を も含めた このpurine分解経路の調節機構についてはほ とんど知見がな く,動 物組織 では摂取 蛋
白等 との関係で,鳥 類 では摂取脂萌酸との関係で論 じられているにす ぎず,い ず れ もpurineの 異
分解系の調節機構には直接関係のない ものである。 さ らに,食 事性に外部 より摂取 される5Lino-
sinateや51-guanylate等が高等動物のpurine代 謝系にむよぼす影響についてはほ とん ど知 見
がなか ったo
そ こで,本 研究 では高等動物に澄けるpurineの 異化 分解経路 を酵素学的に追求 し,当 経路の調
節機構 を明 らかにする と同時に,高 等動物 におけ る生体外部 由来の5Linosinateおよび5'一
guanylate等のpurine類 の安 全性評価に寄一与す る.ことを目的 とした。
皿Xa臓thineoxidaseの 活 性 測 定 法
最初 に,purine異化経路の重要 な酵 素であるxanthineoxidaseの活性測定法 を検討 し,
大部 分の哺乳動物の肝臓の様に多量のuricaseが共 存 し高い内部呼吸の為,簡 便,正 確 な活性測定
が困難 であった新鮮な粗動物組織磨砕液等に 澄いて も簡便,正 確な,potassium2.4-dihydro町
一6-carboxy-1,3,5-triazine(uricaseの 特異的阻害 剤)の 活性測定系への添加
を特徴 とした,新 らしい分光々度法に よるxanthineoxidase活性測定法 を確立 した。 次に,本
方法 を用 いてラ ット及び犬につい てxanthineoxidaseの組織 分布 をuricaseと比較 しなが ら
検討 した ところ,両 動物の分布様 式は似 て澄り,xanthineox量daseは広い臓器 分布 を示 し,特
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に消化器系中に活性が 高 く・一方uricaseはほぼ肝臓 にのみ局在 してい た(Table1)。
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Tablel
anduricaseactivitiesinratanddogtissues
Tissue
Xanthineoxidase
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Uricase
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Brain
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Blood(whole)
19.5a
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aThevaluesintheTablerepresenttheaverageofthethree
individualassays.
b:Nodetectableact亀vity( ..<.0.1).
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皿 ラ ッ ト肝 臓xa蹴hineoxidase及 びuricaseの 年 令 に 伴 な う消 長 並 び に
細 胞 内 分=布
Pur加e類 の異化代謝 の中心臓 器で ある肝臓 について,xanthineoxidaseとuricaseの
発 育にと もな う活性の変化及び細胞 内分布様式の変化を検討 した ところ,uricaseの比活性は生後
急激 に上昇 し,生 後30日 令・近辺 で最高 となり,そ の細胞内分布様式は動物の加 令に より変化せず全
活性が穎粒画分,特 に リソソーム画分に局在 していた(Fig.1)。
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一方xan堀 …xid・ ・eの比活性は誕生 日轍 と生後28日 令近辺以後の2
つの時期 に高酷
を示す ような特徴的 な2相 性の年令消長 を示 した(Fig.2)。
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又,そ の細胞内分布様式 も胎児～新生
児期 と成熟期で全 く異なっていた。 胎児
期 では活性の大部 分が肝細胞の穎粒画分
(XOp}に 局在 して於り,年 令 とと も
にXOp活 性の割合は減少 し,可 溶性画
分(XOs)の 活性の割合が増加 し,生 後
24～41日 の間で成熟型の細胞 内分布
様式(XOp:XOs≒4:6)を 示 す
ようになった(Fig.3)o
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又,XOpとXOsで は酵素反応速度論
的性質 も全 く異なってお り,ラ ッ ト肝臓
には細胞内での存在部位 も年令消長 も全
く異なる2種 類のxanthine{還idaseカ…
存在するもの と推測され た。
用い,大 量の
臓の 諸purine代 謝酵素活性及び代 謝
産物に む よぼす影響を検討 した ところ,
大量のIMP,GMPの 負荷 に もかかわ
Wラ ッ ト肝 臓 のpuτine代謝系
に お よ ぼ す5「 一quanyla短
及 び5一inosinate摂 食
の影 響
上記結果 よ りpurine類 の異化 分解
系の 酵素的代謝機能は十分成熟 してい る
と思われ る生後40-50令 の ラ ットを
IMP及びGMP摂 取が肝
らず,こ れ等は速やかに最終代謝 産物allantoin
た(Fig.4)o
又,こ の 時,purineのdenovo
合 成 経 路 の 律 速 酵 素phosphoribosyl-
pyrophosphateamidetransferase
活 性,異 化 経 路 のguanase及 び
uricase活 性 は ほ とん ど変 化 せ ず,
salvage合 成 経 路 のh}Φoxanthine
一guaninephosphoribosyltrans-
ferase活性(Table2)及 び 分 解
経 路 の2種 のxanthineoxidaseの
中 の 累)sの 活 性(Fig.5)が 顕
著 に 上 昇 した 。
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これ 等 の 事 実 よ り,外 部 か らの 大 量 のpurine類 の 摂 取,あ る い は,肝 臓 へ の 一 時 的 な 大 量 の
purine類 負 荷 に 際 し て も,速 や か な 異 化 的 代 謝 が 可 能 な 合 理 的 なpurineの 分解 系 及 び そ の 調
節 機 構 が 存 在.する こ とが 推 測 さ れ た。
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Vラ ッ ト肝 臓 よ り精 製 したxanthineαKidaseの性 質 と 活 性 調 節 機 構
ラッ ト肝臓 におけるpurineの異化 分解系の調節機 序をさ らに明 らかにす る為,purine分解経
路 を律速す る とも考え られる重要な酵素であ り,ラ ッ ト肝臓 では2種 類存在す ることが認め られてい
るxanthineoxidaseを精製 し,両 酵素の酵素学的性質と活性調節機構 につい て検討 した。 その
結果,両 酵素(XOp,XOs)では分子量:的に大 きく異な りXOpは 分子量が135,000で あるの に
対 し,XOsは320,000で あった。 さ らに,XOPの 反応速度は基質濃度に対 し典型的なMich-
aehs-Menten様式の応 答を示 し(Fig.6),種 々のpurine化合物の影響を全 く受けなかっ
た。
これに対 し,XOsは,反 応速 度が基質xanthineに対 しシグモイ ド型(Hill係 数,n≒2)
の応答 を示 し,salvage合成系の産物 で もあるGMPに ょりxanthineに対す る親和性が顕 著に
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増 加 し,活 性化 され る様なallosteric酵素で あ り,基 質濃度が高い程,加 速度的に反応が進みゃ
す くなるとい う事 実を認めた(Fig.7)。
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又 ・XOsは 他 のallosteric酵 素 と 同 様 ・subunit構 造 を 有 して む り,6M尿 素 に よ り等 分
子 量 のsubunitに 解 離 した(Fig.8)・ さ ら に ・XOsと 基 質 ア ナ ロ グallopurinolと
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の相互作用の検討 に より・nativeXlOs1分子は2分 子の.基質 と・又 ・1個 のsubun.it(分子
量は 孕ativeXOsの 半分)は1分 子の基質 と結合す.るこ.とが わかった(Fig.9)。
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さ らに,guanlne→xanthineを触媒す るguanase
について も,ラ ッ ト肝臓には2種 の酵素が存在 し,そ
の一方がGTPに より活性調節 を受け ることが知 られ
て於 り(S.Kumar等,1972年),著 者 もこの
事実を認 めた。
一397一
Vl結 論
これ等の事実を総合す る と,結論 として,ラ ッ ト肝臓は大 量のpurine負 荷 に際 して も,速 やか
に異化 分解が 可能な代謝機能 を有 してお り,そ の調節機 構の中では,salvage合成系 とも密接iに関
連 した様 な方法 で,allostericxanthineoxidase(XOs)を中心 とした2種 のxanthine
oxidase,さらに,こ れ等 より寄与度は低い と思われるが,allostericguanaseを中心 とし
た2種 の9uanaseが 主に機能 しているとい うことが言え よ う。
即 ち,ラ ッ ト肝臓 に大量のpurineが負荷 された時は,基 質のxanthineやhypoxanthine
等 の濃度上昇 に ともない,allosteric酵素であるXOsの もともとの性質上,反 応速度が加速度
的に増加するのみ ならず,短 期的にはXOs量 の増加 さ らには,hypoxanthine-quanine
phosphoribosyltransferase活性上昇 にもとず くと思われる肝細胞 内の遊離GMP量 の上昇
に よるXOs活 性化効果の増強及 び,GTPに よるallostericguanaseの活性化 とallantoin
によるフィー ドバ ック阻害のかね合い等の機 構を骨子 とした機序に より代 謝調節 を受けなが ら,pu-
rineは速やかに異化代謝 され る もの と思われる(Fig.10)。
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さ らに加えて,上 述の様に外部 由来のIMP,GMP等 のpurine化 合物に関 しては,そ れ等が
生体成 分であり特殊な異物でないか ぎり,相 当大量に摂取 して も,そ れ等purine類 に対す る肝臓
の防護機能は巧妙で,ほ ぼ完壁と言って過言 ではな く,摂取 されたpurine類 は速やかに,ほ ぼ定
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量的 に代謝 排泄 され ・体 内への不必要な貯留や・他の種 々の代謝 系等に影響 を及ぼす ことはまず考 え
られない・即 ち・我 々が 日常生活で摂取する程度のpurine化 合物量(purine換算で1日1人 当
り400 .削6.00㎎)餓 々に とって全 く鰭 であ 雁 めて安 全と言え よう・ しか し・痛購 の
purine代謝異常 を有する様 な病人に対する安全性の 評価 については分後のさ らに詳 しい研究が必
要で あろ う。
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審 査 結 果 の 要 旨
最近,旨 味物質と して,5"一 イノシン酸および5"一 グアニル酸が種 々の食品中に添加 され てお り,
我々は相当量を毎 日摂取 している。 これらのプ リン化合物の動 物体内での異化分解経路に関 しては,
'お よその経路は古 くか ら知 られ てお り
,最近は高尿 酸血症,痛 風などの疾病の増加に伴 い健康管理
面か らも問題 にな って いるにもかかわ らず,そ の分解 経路の調節機構,特 に外部 より摂取 した プ リン
化合物の代謝 こついてはほ とん ど研究が行われて いなか った。本研究は,こ の点を解明し,高 等動物
における外部 由来の プ リン化合 物の安全性評価に寄与す ることを 目的 として行われた ものである。
著者は最初に,プ リン異化経 路の重要な酵 素で あるXanthineOxidaseの活性測定法 を検討 し,
Uricaseの特異的阻害 剤を添加す ることによ り簡便かつ正確 な分光光度法による新定量を確立 した。
ついで本測定法を使用 して,ラ 。 トお よび犬につ いてXanthineOxidaseの組織分 布を詳細に
比較 し,消 化器系に活性の高いこ とを明らかに した。
次 に,プ リン化合物の異化代謝の中心臓器であ る肝臓について,XanthineOxidaseとUri-
caseの動物発育 に伴 う活性の変 化及び細胞内分 布の変化を検討 し,XanthineOxidase(XO)
に2種 存在 し,穎 粒画分 に局在するXOpと 可溶性画分に存在するXOsと は異なった性 質を有す る
ことを 明らかに した。
一方 ,ラ 。トに大量IMPお よびGMPを 負荷 して プ リン代謝系の酵素活性および代謝生産物の変
動を検討 した結果,こ れ らの プリン化合物はア ラン トインにまで分解 され ほぼ定量的に尿 中に排泄 さ
れ ること,そ の際XOsお よび プ リンのSalvage合成系酵 素が著 しく活性化 され ることを発 見した。
さらに,XOsを 精製 しその酵素化学 的性質を検討 し,基 質であるキサ ンチンに対 しシグモイ ド型の
応答を示 して活牲が増大 し,ま た,Salvage合成系の生成物であるGMPに よりキサソチソに対す
る親和性が増大する典 型的 ア ロステ リック酵素である ことを明らかにした。 この よ うな性質は,プ リ
ソ化合物 の異化分解には極めて有利で,プ リソの大量負荷に際 しても,速 やか に分解排泄 され るに役
立ってい るもの と結論 した。
以上,本 論文は,プ リン化合物の異化代謝 の機構に新 しい知見を加えた ものであ り,基 礎のみな ら
ず応用面にも貢献する所が大 きく,農 学博士の学位を授与するに値する ものと判定する。
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